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HORMONAS SEXUALES Y REGENERACION HEPATICA

EN MODELO MURINO

ANTECEDENTES

Sc sabe que el higado es drgano blanco para muchos factores de crecimiento y
hormonas que intervienen en su regencracion y en el desarrollo de neoplasias en su
parénquima.  Baum y cols, en 1973 (1) reportaron por primera vez la asociacién de
hepatomas benignos con la administracion de anticonceptivos orales. Esto despertd el
interés de varios investigadores quienes lo corroboraren y le dicron un enfoque terapéutico
al demostrar que los adenomas hepéticos sufrian regresion al suspender las hormonas (2, 3).
Por otro lado lama la atencidn la incidencia de hepatocarcinoma en pacientes cirrdticos, en
especial los que presentan ginccomnstin y alteraciones en los niveles plasméaticos de
estrégenos como estrona y estriol (4). También sus niveles de testosterona se encuentran
por debajo de lo normai y existe un incremento en la relacion estradiolfiestosterona (5).

Nagasue y cols. (6), demostraron que la relacidn cstronaftestosterona ¢s mayor en
los cirrdticos con carcinoma hepatocelular que en aquellos sin neoplasia, por lo que se
deduce que la hiperestrogenemia que se aprecia en ellos pudiera tener algtn papel en la
carcinogénesis del higado. El mismo grupo de investigadores estudiaron 30 casos
diagnosticados como hepatocarcinoma asociado a cirrosis hepitica y encontraron que en 10
pacientes los titulos de receptores a estrogenos eran mayores en el tumor que en el resto del
higado, en otros 10 ¢l resultado fu¢ opuesto y en los 10 restantes los receptores se
eacontraban ausentes (anto en el tumor comwo en el resto del parénquima (7).
Posteriormente  estudiaron  los receptores a  andrdgenos en 20 cirrdticos con
hepatocarcinoma y en cl higado de 5 varones sanos. Encontraron dichos receptares en el
citoplasma' de todos los higades sanos y en 14 de los higados enfermos, cuyos titulos eran
mayores en el tejido tumoral que en el cirrético que lo rodeaba, en otros 3 los receptores se
detectaron en e} higado cirrdtico pero no en ¢} tumor y finalmente ¢n los otros 3 los
reccplores fueron negativos tanto para e} tumor como para el resto del parénquima cirrético
y supusieron que el higado normal poseé receptores a androgenos los cuales pierde a)
desarrollar cirrosis, pero con el desarrollo del carcinoma los vuelve a manifestar.
Coucluyeron que probablemente fos andrdgenos tiencn un pnpel en el crecimiento,
desarrollo y carcinogénesis del higado (8). Finalmente encontraron receptores o andrégenos
en el 65% de los higados de mujeres con cirrosis y en ¢l 37% de los hepatocarcinomas que
en cllos se desarrollaban; en esas mujeres con carcinomas y receptores a androgenos
positives, los niveles fueron mayores en el tumor que en el resto del higado (9).
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Estos hallazgos han promovido la bisqueda de la honmonoterapia ideal contra ¢l

hepatocarcinoma (10).  También se han propuesto dichos receptores como factores
prondsticos; asi, se observo que en los pacientes con hepatocarcinoma y receplores a
androgenos positivos, ¢l indice de recurrencin fué de 67.9% después de la reseccion
hepdtica y la sobrevida a § aftos de 17.3%;  para los pacientes con receptores negativos, los
porcentajes fucron 33.3% y 62.2% respectivamente (11).  Ademds, s¢ ha hecho una
correlacidn clinicopatoldgica de acuerdo a la presencia de receplores a estrgenos en
pacientes con hepatocarcinoma y el inico dato substancial fué ¢l hallazgo de tumores mis
grandes en los pacientes sin dichos receptores y por o tanto ta incidencia de resecciones
liepiticas mayores fué mds alta en este grupo. No existicron diferencias significativas en
cuanto a los estudios histopatoldgicos, mortalidad operatoria, recurrencia o sobrevida a
largo plazo (12).

Los factores que participan en la regeneracion hepitica se pueden dividir en:
1) Mitdgenos completos

2) Inhibidores del crecimiento

3) Promotores del crecimicnto.

1) MITOGENOS COMPLETOS

a) Factor de crecimiento epidérmico. Es el prototipo de estimulador mitdtico en fa
mayoria de las células epiteliales. También promucve la sintesis de ADN en los
hiepatocitos, ¢} transporte de aminodcidos y la sintesis de protelnas. Se produce en las
glindulas de Brunner del duodeno y comparte con el factor transformador de crecimiento
alfa el mismo receptor.  Su accién mitogénica cs inhibida por el factor transformador de
crecimiento beta (13).

b) Factor transformador de crecimiento alfa. Es ain mis potente que el anterior.
Se produce por los hepatocitos en regeneracidn y sus niveles se elevan dentro de las 8 hr
posteriores a una hepatectomia de dos tercios con un pico de expresion a las 24 hr y otra
elevacion menor a las 72 hr. Al parecer también tiene una funcién paracrina sl estimular ta
proliferacion de las células adyacentes no parenquimatosas (14),

c). Hepatopoietina A (Factor de crecimiento de Jos hepatocitos). Es wia proteina de
100,000 Kda, diez veces mas potente que el factor de. crecimiento epidérmico y ademds de
sut efecto mitogénico, promueve cambios morfoldgicos en los hepatocitos como aumento en
su tanadlo. Es inhibido por el factor transformador de crecimiento beta, Los tejidos que la
producen son las neuronas del 16bulo oceipital, ductos acinares de las glindulas salivales,
células interfolicularcs tiroideas, glindulas de Brunner def duodeno'y porcion exderina del
pancreas (15).
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d) Hepatopoietina B. Glicolipido menor a 500 Da, menos activo que Jos mitégenos
ya citados, pero actda de manera sinérgica con ellos.  Adn no se conace su fuente de
produccion.

¢) Sustancia estimuladora del higado. Se extrae de higados de neonatos y en
regeneracion.  Su peso es de 16,000 kDa, Aumenta el efecto del factor de crecimiento
epidérmico (16).

2) INHIBIDORES DEL CRECIMIENTO

a) Factor transformador de crecimiento beta. Su peso molecutar ¢s de 26,000 kDa.
Es producido por células no parenquimatosas hepdticas y se detecta a las 4 hr
posthepatectonia, permanece en niveles bajos hasta las 18 - 20 hr en que se eleva
rdpidamente hasta las 72 hr, Permancce asi por més de 96 hr (17).

b) Interleukina 1 beta. Inhibe la proliferacién de los hepatocitos pero no de una
manera completa como el factor antes menciondado. La interleukina 6 es otro inhibidar
pero atin menos potente,

¢) Inhibidor de la proliferacidn de hepatocitos, Proteina de 15,000 kDa que inhibe
In proliferacion de hepatocitos en cultivo.

3) FACTORES COMITOGENICOS

a) Norepinefrina. Favorece el efecto mitogénico del factor de crecimiento
epidérmico, Por si misma no es mitogénica para-los hepatocitos y disminuye ¢l efecto
mito-inhibitorio de} factor transformador de crecimiento beta sobre todo a las 12 - 16 hr
posthepatectomia de dos tercios.

b) Vasopresing, angiotensina I y angiotensina III.  Menos potentes que
norepinefrina pero con la misma funcién de comitdgenos.

c) Estrogenos. Se elevan después de una hepatectomia de 2/3 y aleanzan un pico a
las 24 - 48 hr. De manera contraria, los niveles de testosterona disminuyen, El tamoxifén
administrado después de In hepatectomia de 2/3 bloguea la sintesis hepdtica de ADN, Su
funcion es la de favorecer el efecto del factor de crecimiento epidérmico. En estudios

experimentales se ha demostrado que actian como promotores de la hepatocarcinogénesis
(18, 19).
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d) Insulina y glucagon. Los hepatocitos en cultivo degeneran y mueren en ausencia
de insuling. fa pancreatectomia provoca disminucion del peso hepatico. La administracion
de insulina y glucagon revierten parcialmente esta atrofia. La pancreatectomia tambidy se
ha asociado con disminucion de la sintesis de ADN durante I regeneracién hepdtica. La
administracion de insulina y glucagon revierte este efecto. Sin embargo no existe ninguna
evidencia de gue estas sustancias sean mitdgenos para el higado. Inclusive se ha querido
encontrar utilidad terapéutica al administrar insulina y glucagon en falla hepitica
fulminante, lo que resultd en fracaso para estimular la regeneracidn hepdtica (20, 21).

MARCO TEORICO

La regeneracidn hepitica es un proceso complejo que ain no se entiende en su
totalidad. La interaccidn de varios factores, estimulantes e inhibidores, originados en el
higndo o fuera de €], ticne como resuitado la formacién de nuevo tejido hepitico. En los
tltimos 20 afios se han docnmentado experiencias en Ins que de modo probable se sefiata fa
intervencién de algunas hormonas sexuales e la reparacidn del higado, En Pittsburgh, el
grupo de Starzl, Francavilla y cols. (22) estudid los niveles de estradiol y testosterona ex el
postoperatorio inmediato de 5 varones sometidos a hepatectomla det 40 - 60%. Al
encontrar que los niveles de estradiol aumentan y los de testosterona se reducen sefialaron la
shinilitud con los hallazgos que ocurren en ratns macho sometidas a hepatectomia del 70%,
Concluyeron que dichas hormonas pueden participat en el inicio o cuando menos moduian
Ia respuesta regenerativa después de una reseccion hepdtica mayor.

Se han hecho varios estudios para describir los cambios histoldgicos que ocurren en
el higado de la rata en segenemcion después de 1a hepatectomfa. - Anderson y cols. (23)
encontraront que las ratas con hepatectomia de un lGbulo mostraron un pico de actividad
mitdtica entre las 48 y 72 hr con wn regreso a la normalidad al 4o. dia postoperatorio. La
actividad mitética en ¢} grupo de hepatectomia de dos lobulos fué de mayor magnitud,
inicié mds temprano y el pico méximo fué desde las 24 a las 72 hr. La actividad mitdtica
fué normal a partir del do. dia. Las ratas con hepatectomfa subtotal mostraron una actividad
mitdtica de mayor magnitud a las que se les resecd sélo un I6bulo, pero comenzd despuds
de las que se les realiz6 hepatectomia de dos 16bulos, con un pico maximo a las 48 - 96 hry
un regreso a lo normal entre los digs 60. y 110. postoperatorios.



Sus hallazgos ultraestructurales fueron los signientes:

A las 12 hr posthepatectomin, ¢l glucdgeno disminuyé en las biopsias de todos los
grupos. Los cuerpos lip{dicos intracelulares y los fagolisosomnas fueron prominentes en los
grupos con hepatectomin de 2 Idbulos y subtotal mientras que fucron escasos en ¢l otro
grupo. El reticulo endoplismico rugoso fué normal en el grupo con hepatectomia de un
s6lo 10bulo, pero muy desorganizado y en forma de filamentos en los otros dos grupns. La
degeneracién mitodoncrial se evidencié en algunas células de todos los grupos:  edena,
floculacién de la matriz y distorcion del cristal. También se evidencid l1a formacion de
numerosos cuerpos de mielina,

A las 24 - 48 lir posthepatectomia, los cuerpos lipidicos fueron numerosos en los
grupos con hepatectomia de dos 16bulos y subtatal. El reticulo endopldsmico rugoso se
increment6 en todos los grupos con una orientacion perinuclear. Los ribosomas libres
numentaron en los tres grupos. Los fagolisosomas fueron mds numerosos en los grupos con
hepatectomfa de dos 16bulos o subtotal,

A las 72 hr: Se abtubieron los mismos liallazgos pero mds importantes en todos los
grupos, Los cambios de regeneracion presentes pero mds pronunciados en las ratas con
hepatectomin de dos lébulos o subtotal:  hepatocitos binuclendos y nicleos
multinucleotades, con un incremento de cuerpos de Golgi y ret{culo endoplisinico liso,

A las 96 hr: Restitucién normal, a excepeion de las ratas con hepatectomia subtotal,
en las que los cambios permanecieron hasta el sexto dfa posthepatectomfa,

El planteamiento del problema de nuestro estudio fué el siguiente:
iSon las hormonas gonadales responsables de los cambios histoldgicos y
ultraestructurales que ocurren después de la hepatectomia del 40% en ratas?

La justificacion de este estudio s¢ basa en la necesidad de conocer otras altemativas
terapéuticas para padecimientos en los que el dajio hepético es importante, la regeneracion
es vital y el trasplante se encuentre contraindicado o no pueda ser realizado por limitaciones
econdimicas como las existentes en nuestro pais.

El objetivo de este trabajo es comparar en ratas sometidas a reseccion hepdtica del
40%, con o sin castracion, si existen diferencias histoldgicas y ultracstructurales en el
higado,



Nuestra hipotesis fué:

Si las hormonas gonadales promueven la regencracion hepdtica y al castrar a las
ratas se suspende su produccidn, entonces dicha regeneracion serd menor cuando se lieve a
cabo Ia hepatectomfa parcial con coforectomfa tt orquiectomia,

DISENO

Se trata de un estudio comparativo, ciego, experimental, prospectivo y transversal.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron 32 ratas Wistar muchos y hembras, de 150 a 200 g de peso,
alimentadas ad libitum, sin ninguna enfermedad cardiopulmonar o abdominal, las cuales
fueron distribuidas de manera aleatoria en cuatro grupaos:

A) 8 hembras con hepatectomia del 40%

B) 8 hembras con hepatectomia det 40% y ooforectomin
C) 8 machos con hepatectomia del 40%

D) 8machos con hepatectomia del 40% y orquicctomia
A es el grupo control para B y C para D.

CRITERIOS DE SELECCION

Criterios de inclusion: ratas Wistar machos y hembras con peso de 150 2200 g, en
buen estado de salud, alimentadas ad libitum,

Criterios de exclusion: ratas sin el peso requerido, con enfermedad cardiopulmonar
y/o abdominal en el momento de la cirugla.

Criterios de eliminncion;  isquemia o necrosis hepdtica durante o después de la
cirugla, enfermedad cardiopulmonar y/o abdominal en el momento de la toma de biopsias.



VARIABLES

DEPENDIENTES: El tejido hepdtico que se reseca y lobulos resccados. El
momento de la ooforectomia u orquiectomia después de la hepatectomia del 40%.
Momento de la toma de biopsias. Cantidad de tejido hiepitico para las biopsias y téenica de
obtencion de las mismas, Manera de tratar la muestra para ser analizada por microscopia
fotonica y electrdnica.

INDEPENDIENTES: Alimentacidn, estado nutricional y de salud de las ratas.

Mediante microscopia fotonica se analizd la regeneracion hepitica en una escala
nominal en cuanto a la presencia de mitosis, infiltrado linfoplasmocitario y células de
Kupfler. Por microscopia electrénica se estudiaron el citoplasma y sus organelos en ua
escala ordinal.

PROCEDIMIENTO QUIRURGICO

Mediante anestesia general con ether se realizo hepatectomia del 40% en todas las
ratas y al mismo tiempo se extirparon las gonadas a las de los grupos B y D, Se sacriticaron
2 animales de cada grupo a los 4, 8, 12 y 16 dias posthepatectomia y se tomé una muestra
de higado In cunl fué tratada inmediatamente con forinot para posteriormente ser procesada
con tincién de hematoxilina y cosina y tincién de PAS y PAS digerido (en bisqueda de
glucogeno) para ser annlizada con microscopia de fuz. Al mismo tiempo se tomé otra
muestra que se traté con glutaraldehido y solucidn de fosfatos para ser analizada con
microscopia electronica.

Se utilizo Ia prueba de chi cuadrada y la de Fisher cuando fué necesario.

RESULTADOS

Por microscopia de luz en todas las ratas se apreciaron nddulos de regeneracidn. No
existieron diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la presencia de niitosis (p=
0.123, x2= 6.400), infiltrado linfoplasmocitario (p=0.297, x2= 4.392) y células de Kupffer
(p= 0.134, x2= 6.215), (Ver figuras | y 2).



Por microscopin electronica encontramos las mitocondrias dafladas, con pérdida de
sus crestas (ver figura 3), aumento del reticulo endopldsmico rugoso, en una situacion
perimitocondrial y material probablemente proteico entre é! y las mitocondrias, el reticulo
endopldsmico liso normal y el citoplasina con una apariencia "esponjosa® (ver ! igura 4),

DISCUSION

Los cambios histologicos que reportamos en nuestro estudio fueron encontrados
después del 4o din en todos los grupos, cuando en el estudio de Anderson y cols. mencionan
que la estructura hepdtica ya ha vuelto a la normalidad después de Ia reseccidn del mismo
tipo. También encontramos daflo en las mitocondrias como ellos indican, que no se
normaliz6 ni siquicra en las muestras del dia 16. El reticulo endoplismico rugoso se
localizé alrededor de elias cuando se habia reportado que lo hacia alrededor del nicleo. Se
descartd que fueran fibras de coldgena, por tener una apariencia diferente, o glucégeno, por
tatiucion de PAS y PAS digerido, el material que se encuentra en el citoplasma y que le dd
est imagen descrita como "esponjosa® y desconocemos la naturaleza del mismo,

CONCLUSION

El hecho de que ln castracidn no provoca diferencins entre fos resultados obtenidos
et los cuatro grupos de estudio sugiere que tas hormonas gonadales no tienen efecto en la
regeneracion hepdticn. después, de la hepatectomin det 40%.. Hecho que no descatta Ia
posibilidad de que las mismas hormonas producidas en las glindulas suprasrenales
pudieran tonar parte en dicho acontecimiento,



FIG. 1 Por microscopia de Tuz se aprecian mitosis de hepatocitos ¢ infiltrada
I
lI!lﬁ)[ﬂ(lSlll()UI(i\l‘lQ.

R

FIG. 2 Células de Kupffer prominentes,



FIG. 3 Daiio mitocondrial que se

»

manitiesta con pérdida de sug crest

as.
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FIG. 4 Situacion peri

1

mitocoudrial del reticulo endopldsmico rugoso y aspecto "esponjoso”
del citoplasma de los lepatocitos.
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